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Epithelium de la peau 


Epithelium glandulaire (Thyroide) 


Tissus adipeux 


L’OS 


Muscle 




Principes generaux 

1/ Prelevement, 

2/ Fixation, 

3/ Deshydratation (Alcool et Toluene), 
4/ Inclusion (paraffine, resine), 

5/ Coupe (microtome), 

6/ Colorations, 

7/ Observation (microscope). 



Examens histologiques 

Les examens histologiques sont en 
regie realises apres traitement du 
materiel par des agents: 

- physiques ou chimiques (fixateurs) 
qui tuent les cellules 

- preserver au maximum leurs 
caracteristiques morphologiques et 
biochimiques . 



Preparations biologiques 

Les cellules ou tissus peuvent etre 
prepares sous forme: 

- frottis, 

- d’observations vitale 

- empreinte 

- Coupe biologique (6 etapes) 




l^relevement 


Le materiel est preleve de differentes fagons : 

• BiC|js.e (directe comme pour la peau, le muscle 
ou avec endoscopie pour les organes des 
appareils respiratoire, digestif, urinaire). 

• Ponctio a I’aiguille (comme pour le liquide 
pleural, peritoneal, articulaire, pour les ganglions, 
les seins, la moelle osseuse). 

Le materiel histologique peut aussi provenir : 

• D’une piece operatoire 

• D’une autopsie 

• Ou de la dissection d’organe en experimentation 
animale. 


Biopsie 


Prelevement d’un fragment tissulaire effectue 
sur le malade permettant de verifier un 
diagnostic donne apres analyse au 
microscope. 

Une biopsie est un prelevement d'un 
echantillon de tissue de I'organisme effectue 
afin de proceder a un examen, 
le plus souvent, ou, parfois, biochimique, 
immunologique, genetique ou bien 
bacteriologique. 




Biopsie 


Lorsqu’une biopsie est obtenue a I’aide 
d’une aiguille, reehantillonnage depend 
de la eoneeption de I'aiguille et de 
I'energie de son insertion dans le tissu. 
L'aiguille utilisee est un tube ereux avee 
une pointe eapable de perforer les tissus. 





Biopsie 


Comme I'aiguille s’enfonce 
dans le tissu, ce dernier va 
s’accumuler dans le tube creux. 
Lorsque I'aiguille est retiree du 
tissu, rechantillon reste dans le 
tube et I'aiguille peut etre 
recuperee pour I’analyse. 




TECHNIQUE HISTOLOGIQUE EN 
MICROSCOPIE OPTIQUE 


Conservation 


Afin de conserver rechantillon dans un etat 
le plus proche possible de I'etat in vivo, 
deux moyens de conservation peuvent etre 
utilises : 

- La congelation, utilisee pour les prelevements 
dont le diagnostic doit etre connu rapidement ; 

- La fixation par un produit chimique comme ie 
formoi ou le bouin, qui a pour effet de 
polymeriser les proteines presentes dans 
I'organe. 




Les Frottis 

Les frottis qui peuvent etre analyses au MO 
sont : 

• Frottis sanguin ou de moelle osseuse 
pour le diagnostic de nombreuses maladie 

(Anemies, Leucemie, etc.) 

• Les frottis vaginaux sont utilises pour : 

- Depistage de cancers 

- Infections 




OBSERVATION DE CELLULES 

VIVANTES 


Liquide physiologique 


Lame en verre 



Lamelle 


Des cellules vivantes peuvent etre observees entre lame et lamelle afin 
d’evaluer leurs fonctions (par exemple, mobilite des spernnatozoides). 





Le plus souvent, le materiel histologique (= cellules contenues dans un tissu) 
est fixe, Indus, coupe et colore afin de pouvoir I’observer au microscope. 






Prelevement d’un organe et 

Fixation 


But : Figer les tissus dans I’etat 
le plus proche de leur etat initial 


Movens: -Citez des fixateurs 


Le liquide de BOUIN 


2/ Fixation 

La conservation des structures et le 
durcissement des pieces. 

immediatement apres ie preievement 

Par immersion du materiel dans un grand 
volume de liquide fixateur. 

Les liquides fixateurs les plus utilises sont le 
formol ou le liquide de Bouin (melange de formol 
et d'acide picrique). 

La duree de la fixation varie selon le volume des 
prelevements: 

- quelques heures pour un petit fragment 
biopsique 

- plusieurs semaines pour un cerveau 
humain entier. 



le formol seul (formaldehyde dilue) dans Feau 

courante 


• bon marche, 

• incolore, 

• permet la fixation de grosses pieces, 

• permet I’immunohistologie 
• MAIS 

allergisant, 

carcinogene 



2/ F ixation 


• etre rapide, 

• permettre des colorations topographiques, 

• permettre I’immunohistologie, 

• etre peu ou pas toxique. 

• preserver les structures tissulaires et cellulaires, 

• eviter les artefacts (gonflements, retractions), 



II n’y a pas de fixateur ideal 


II faut le choisir en fonction de ses avantages 
et inconvenients. 

Parmi des centaines disponibles ! 



Les fixateurs contenant du formol (1) 

- AFA (Acide acetique Formol Alcool) 

• tres rapide (risques de surfixation), 

• permet les marquages immunohistologiques. 

MAIS 

peu penetrant. 


ideal pour les biopsies 




• Les fixateurs contenant du formol (2) 

- Bouin (Acide acetique Formol Acide picrique) 

• rapide, 

• penetrant, 

• legeres retractions tissulaires, 

• tres belles colorations topographiques, 

MAIS 

ne permet que difficilement I’immunohistologie, 
colore : tache ! (et ne part qu’avec I’epiderme). 

Ideal pour voir des gg. lymphatiques dans le tissu adipeux 



Quel que suit le fixateur, le prelevement doit etre 
echantillonne et la taille des echantillons adaptee a 
celle de la cassette d’inclusion. 



3/ Deshydratation 

L’eau tissulaire est remplacee par de la paraffine. 

Mais ces milieux ne sent pas miscibles entre eux. 

On precede done par etapes en remplagant : 

• I’eau par un alcool (70°,95°,100°) 

• I’alcool par un solvant organique (Toluene), 

• Toluene par la paraffine 




3/ Deshydratation 



Elimination de I’eau permettoi^nsmter inclusion dans la paraffine 


95 '" 

Alcool 


Toluene 


Bains successifs dans des borels 



Paraffine fondue 


La paraffine est liquide a 56° . 

En dessous de cette temperature, elle se solidifie. 


On coule la paraffine fondue contenant le 
prelevement dans un moule eonstitue 
de 2 barres. 

A temperature ambiante, la paraffine se solidifie 




moule 
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Ammrfssement 

• On distingue piusieurs types de coupe seion ia 
methode de conservation et d'amincissement 
suivie : 


Conservation 

Inclusion 

Epaisseur de la coupe 

Congelation (a -20 °C) 

Aueun 

5 a 100 ^im (MO) 

Polymerisation des proteines 

Paraffine 

5 pm (MO) 

Polymerisation des proteines et 
des lipides 

Resine 

1 a 0,05 pm (ME) 















5/ Les coupes histologiques 



2 a 5 |jm d’epaisseur, 

quelques centimetres de largeur et longueur, 
nombreuses colorations possibles, 
montees entre lame et lamelle, 
grandissement de 10 a 1000 fois (environ). 




5/LES COUPES 







Les coupes du bloc de paraffine 
realisees avec un microtome 
permettant d’obtenir des 
tranches de section (coupes 
histologiques) de 2 a 5 pm 
d’epaisseur. 


Les coupes sont recueillies sur 
des lames de verre. 


Microtome 
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Bloc de paraffine contenant le preleveme^ 



A chaque avancee du couteau^ 

L’ ensemble des coupes forment 
un ruban 


recupere sur un pmceaur 




Realisation de coupes fines ( 2 a 5 pm) car les preparations sont 
traversees par les photons. 


ULTRAMICROTOME 


Un ultramicrotome est un appareil de tres 
grande precision qui permet des coupes de 60 
a 100 nm servant en microscopic 
electronique. 




TECHNIQUE HISTOLOGIQUE EN 
MICROSCOPIE OPTIQUE 


- La plupart des tissus sont transparents 

-Les colorations realisees sur lames, accentuent les contrastes pour pouvoir 
reconnaitre les differents elements du tissu. 



Deparaffinage 


r 

Etape assurant la rehydratation de la coupe afin de la colorer 


toluene , alcool 100°, 95°, 70°, eau 

► 



6/ Les colorations 


Realisees sur lames, accentuent les contrastes pour 
mieux reconnaitre les differents elements de la 
preparation. 

Les colorants sont en solution aqueuse. 

Les coupes doivent d'abord subir une rehydratation. 

Apres deparaffinaqe des coupes (par la chaleur et 
des bains de toluene) en immergeant les lames 
dans des bains d'aicool de degre decroissant (100°, 
95°,70°) puis dans i'eau distiliee. 




Coloration 


Afin de distinguer les differents tissus, on 
peut avoir recours a differents coiorants : 

- Colorants acides 

- Colorants basiques 

Les substances acides de ia ceiiuie sont 
coiorees par un coiorant basique . ies 
substances basiques de ia ceiiuie par un 
coiorant acide. 






Exemple : rHemateine-Eosine 

Permet une coloration du noyau et 

BSEa^vtooIasm^^^ 


L'eosine est un colorant acide L'hemateine est un colorant 



Br Br 


Colore en rouge plus ou moins 
intense le cvtoplasme 


Colore les acides nucleiques en 
bleu noir 




6/ Les colorations 

Assure la fixation permanente du colorant sur 
des groupennents acides ou basiques des 
constituants cellulaires (a un pH donne) 



Les colorations 


Les colorations de routine utilisent un 
(hemateine) ou deux colorants differents : 
I'Hemateine-EosIne (H.E.) associe: 

- I'hemateine qui colore les novaux en 
violet. 


- I'eosine les cvtoplasmes en rose. 




Etalement et collage des coupes sur la lame 


Les lames gravees et gamies de raban de paraffine sent 
disposees sur une platine ehauffante 






LE MONTAGE ET OBSERVATION 



On dispose alors d’une« preparation microscopique 
(appelee « lame ») prete a etre observee au 
microscope optique (MO). 


Le montage, les coupes colorees sent montees 
entre lame et lamelle avec une resine 
synthetique dont I’indice de refraction est voisin 
de celui du verre. 


Lamelle 


Lame en verre 
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Resultat surprise 


Poumon de chien 






Microscopic 

- source lumineuses (lumiere visible, ultra violette, rayons X ou faisceaux 
d’electrons) 

- pouvoir separateur (ceil : 0,1 mm ; lumiere visible : 0,2 p m ; lumiere 
ultra violette : 0,1 pm ; electrons : 1 nm) 

1/ Microscopie photonique : 

- 3 systemes de lentilles (condenseur , objectif, oculaire) 

- grandissement maximum xlSOO 

21 Microscopie a contraste de phase, polarisant, 
a fluorescence 

3/ Microscope electronique 

- Transmission 

- Balayage 



Microscopic electronique (ME) 


• d’epaisseur, 

• Quelques millimetres de largeur et longueur, 

• coupe deposee sur une grille metallique, 

• rares colorations possibles, 

• grandissement de 1000 a 100.000 fois. 




Les blocs pour ME 


• environ 2 mm^ de 
tissu, 

• fixation immediate 
glutaraldehyde / 
tetroxyde d’osmium 

• inclusion en resine, 

• impregnation par 
metaux lourds (Or 
ou Plomb). 
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Mise en place de la grille (or) 
















Mise au point, observation 





Images des cellules osteoblastes avec ME 
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CpTi Untreated , 25 min 


CpTi Untreated jlilO min 
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EPITHELIUM CYLINDRIQUE 

VILLOSITE 

CELLULES CALICIFORMES- 
CRYPTE GLANDULAIRE 


GLANDES DE BRUNNER 


avec MO 







Aspect de la muqueuse intestinale en 
microscopic electronique a balayage 
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L’observation a un plus fort grossissement en microscopie electronique a balavaqe 
permet d’apprecier I’aspect des villosites. 

Dans certaines maladies qui touchent I’intestin grele (malabsorption), les villosites 
disparaissent totalement. 

La muqueuse perd son relief et devient plate (atrophie). 



images avec 

Attachement des cellules de I’os (osteoblaste) sur un implant 
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3500 X 




En microscopic optique, les plus forts grandissements sontl 








